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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Verfahren zur Proze&fuhrung mindestens eines Bioreaktors fur pflanzliche Zellkulturen 

Bei einem Verfahren zur ProzeSf uhrung mindestens eines 
Bioreaktors fur pflanzliche Zellkulturen, dem Inokulum, Nu- 
trient und Nahrldsung sowie gegebenenfalls Chemikalien 
zugefuhrt und nach der Fermentation die pflanzlichen Zell- 
kulturen entnommen werden, werden die Ist-Werte fur dan 
Sauerstoff-Partialdruck, die Leitfahigkeit und den Bre- 
chungsindex ermittelt, diese lst-Werte mit modellgestutzt 
vorgegebenen Soll-Werten fur diese Proze&parameter ver- 
glichen und in Abhangtgkeit vom Ergebnis dieses Vergleichs 
Aktoren fur die optimale Beeinflussung von ProzeBparame- 
tem verstellt. namlich fur die Drehzahl des Ruhrwerks, die 
Beluftungsrate, die Nutrient-Zufuhr und den Kopfdruck. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur ProzeBfuh- 
rung mindestens eines Bioreaktors fiir pflanzliche Zell- 
kulturen der im Oberbegriff des Anspruchs 1 angegebe- 
nen Gattung. 

Pflanzliche Zetlkulturen werden in der Pflanzenzuch- 
tung bereits in groBem Umfang angewendet; so ist bei- 
spieisweise die ungeschlechtliche Pflanzenvermehrung 
Qber Kallus-Kulturen ein Weg zur raschen Erzeugung 
reinerbiger Nachkommen. Andererseits konnen Kail us - 
Kulturen auch in fliissige Suspensionskulturen iiber- 
fuhrt werden, die sich ahnlich wie Mikroorganismen in 
Bioreaktoren vermehren lassen. An dieser Stelle kon- 
nen prinzipiell auch genetische Veranderungen vorge- 
nommen werden. 

Jede Zelle einer Kultur besitzt das vollstandige 
Erbgut einer ganzen Pflanze und kann theoretisch bei 
geeigneter Wahl der Nahrstoff- und Kulturbedingun- 
gen zur Produktion von speziellen Pflanzeninhalts- 
stoffen angeregt werden, die wiederum groBe wirt- 
schaftliche Bedeutung sowohl in der Pharmazie wie 
auch in der Itosmetik und der Nahrungsmittelindu- 
strie haben. 

Die Entwicklung von Produktionsverfahren fur 
pflanzliche Zellkulturen im groBtechnischen Maflstab 
muB die besonderen Eigenschaften von pflanzlichen 
Zellen berucksichtigen, insbesondere ihre GrdBe, ihre 
Morphologic insbesondere die Scherempfindlichkeit 
der Zellaggregate, die maximale Wachstumsrate, die 
Zelldichte, die relativ komplexen Medienanspruche, die 
Belii ftungs rate sowie andere Parameter. 

Zur Untersuchung dieser Aspekte wurde eine funf- 
stufige Fermentationsanlage im ProduktionsmaDstab 
bis 75 000 Liter errichtet, die in Artikeln mit dem Titel 
"GroBtechnische Fermentation von pflanzlichen Zell- 
kulturen'* in der Zeitschrift "Bio Engineering", 1/89, Seite 
7 ff bzw. 2/89 Seite 28 ff beschrieben wurde. 

Eine solche Fermentationsanlage, mit der bisher ver- 
schiedene Pflanzenzellen kultiviert wurden, wie z.B. 
Echinacea purpurea, Rauwolfia serpentina und andere, 
gliedert sich in den sogenannten "Upstream -ProzeB",. 
also die Nahrlosungsvorbereitung mit kontinuierlicher 
ICurzzeitsterilisation, die eigentliche Fermenter-Kaska- 
de, den Downstream-ProzeB, namlich die Erntetechnik 
und die Suspensions-Aufarbeitungstechnologie, und 
schlieBlich die Medien-Ver- und Entsorgung. 

Die Fermenter-Kaskade besteht aus fiinf Ruhrkesseln 
mit 0,075 m 3 , 0,75 m 3 7,50 m 3 , 15 m 3 und 75 m 3 Brutto- 
volumen. Mit Ausnahme des 15 m 3 -Behalters, der zur 
Oberbruckung eines Storfalles dient, werden in jeder 
Vorstufe ca. 10% Impfmaterial ("Inokulum") fiir die 
nachste Stufe erzeugt Dadurch laBt sich die Flexibility 
der Anlage verbessern, die fur eine semikontinuierliche 
Betriebsfuhrung konzipiert ist 

In dem Artikel 1/89 wird darauf hingewiesen, daB 
neben der ublichen meBtechnischen Ausstattung (Tem- 
peratur, pH-Wert, Druck, Sauerstoffpartialdruck) Op- 
tionen zur Einbringung von weiteren Sensoren vorgese- 
hen sind. 

In dem Artikel 2/89 werden On-Line-Messungen so- 
wie die regelmaBige Probenentnahme fur die Off-Line- 
Analytik erwahnt. Es werden Frischgewicht, Trocken- 
gewicht, Brechungsindex, Osmclalitat, Redox-Potential 
sowie in Einzel fallen die Ausbeute an Me ta bo lit en be- 
stimmt 

Wie bei jedem verfahrenstechnischen ProzeB stellt 
auch bei einer solchen Fermentationsanlage die Analyse 
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des ProzeBzustandes die Grundlage von gezielten Stell- 
eingriffen dar. Erst hierdurch werden Bedingungen fur 
eine optimale Produktausbeute im Bioreaktor, namlich 
in jedem einzelnen RUhrkessel, aber auch in der Ge- 
5 samtanlage, geschaffen. 

Dabei mussen auch die Besonderheiten einer sterilen 
ProzeBfuhrung, wie sie hier erforderlich ist, berucksich- 
tigt werden. 

Der Erfindung liegt deshalb die Aufgabe zugrunde, 
10 ein Verfahren zur ProzeBfuhrung mindestens eines Bio- 
reaktors fiir pflanzliche Zellkulturen der angegebenen 
Gattung zu schaffen, bei dem die oben erwahnten Be- 
dingungen berucksichtigt werden. Insbesondere soil ein 
ProzeBfuhrungsverfahren vorgeschlagen werden, bei 
15 dem nur relativ wenige ProzeBparameter erfaBt und 
geregelt werden mussen, urn unter besonderer Beriick- 
sichtigung der erforderlichen Sterilitat eine optimale 
Produktausbeute des Bioreaktors zu gewahrleisten. 
Dies wird erfindungsgemaB durch die im kennzeich- 
20 nenden Teil des Anspruchs 1 angegebenen Merkmale 
erreicht 

ZweckmaBige Ausfuhrungsformen werden durch die 
Merkmale der Unteranspruche definiert 
Die mit der Erfindung erzielten Vorteile beruhen auf 

25 einer besonders zweckmaBigen Auswahl der zu erfas- 
senden ProzeBparameter einerseits und der zu regeln- 
den ProzeBparameter andererseits; denn im Prinzip 
kommen sowohl fur die MeBtechnik als auch fur die 
Regeltechnik eine Vielzahl von ProzeBparametern in 

30 Frage, die nur mit einem unverhaltnismaBig groBen 
Aufwand berucksichtigt werden konnen. 

Wahlt man aus dieser groBen Zahl eine geeignete 
(Combination von nur relativ wenigen ProzeBparame- 
tern aus, so laBt sich sowohl der meBtechnische als auch 

35 der regelungstechnische Aufwand wesentlich verrin- 
gern. 

MiBt man namlich nur den Sauerstoffpartialdruck so- 
wie die Leitfahigkeit und den Brechungsindex der Nahr- 
tosung im Bioreaktor, und benutzt man die festgestell- 

40 ten Abweichungen von modellgestutzt vorgegebenen 
Sollwerten zur optimalen Regelung von Stellgliedern 
fur die Drehzahl des Ruhrwerkes, die Beluftungsrate, 
die Zufuhr an Nutrient und den Kopfdruck, so lassen 
sich mit relativ einfacher meB- und regeltechnischer 

45 Hardware sehr gute Ergebnisse erzielen. 

Will man die Regelgenauigkeit noch weiter verfei- 
nern, so kann das Trockengewicht der Biomasse und/ 
oder ihre Trubung ermittelt und ebenfalls zur Regelung 
herangezogen werden. 

50 Hierbei hat man die Wahl zwischen einer On-Line- 
Messung der Trubung oder einer Off- Line- Messung des 
Trockengewichtes der Biomasse; die beiden MeBwerte 
hangen voneinander ab, konnen also ineinander umge- 
rechnet werden. 

55 MiBt man auBerdem noch den Kohlendioxid-Gehalt 
des Abgases, so kann man den Kohlendioxid-Gehalt ei- 
nerseits und das Trockengewicht der Biomasse bzw. die 
Trubung andererseits zu einem integralen MaB fur die 
vitale Biomasse im Bioreaktor miteinander verkniipfen 

60 und dadurch eine weitere RegelgroBe gewinnen. 

Selbstverstandlich konnen auch bei dieser ProzeBfuh- 
rung noch weitere Parameter geregelt werden; bei- 
spielsweise kann die Schaumhohe erfaBt und die Zufuh- 
rung eines Antischaummittels entsprechend geregelt 

65 werden. Auch eine Temperaturmessung und eine ent- 
sprechende Regelung durch Warme- bzw. Itaitezufuhr 
sind moglich. 

Bei dieser ProzeBfuhrung wurde auch berucksichtigt, 
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daB der Messung von biologischen und produktspezifi- wird, namlich einmal die Fermentations- Kaskade selbst 

schen Parametern im Bioreaktor Grenzen gesetzt sind, mil den funf Riihrkesseln, die Volumina von 0,075 m 3 , 

da einerseits ein vertieftes Verstandnis der Zellregula- 0,75 m 3 7,5 m 3 , 15 m 3 und 75 m 3 haben. Der Ruhrkessel 

tion noch weitgehend fehlt und andererseits robuste mil dem Volume n von 15 m 3 dient als Sicherheitsstufe. 

On-Line in Situ MeBsysteme fur einen solchen Biopro- 5 Durch die Pfeile sind die Materialstrome zwischen 

zeB und seine Produktbildung zum Teil erst in der Ent- den verschiedenen Ruhrkesseln angedeutet, wie sie 

wicklung sind. auch in den Artikeln beschrieben werden, auf die hier- 

Deshalb wurde auch weitgehend auf die ProzeBpara- mit ausdrucklich verwiesen wird. 

meter abgestellt, die On-Line erfaBt werden konnen und Das einen ProzeBrechner benutzende ProzeBIeitsy- 

fiir die bereits geeignete Sensoren zur Verfugung ste- 10 stem erfaBt die Signale der verschiedenen Sensoren, die 

hen. Dies gilt auch fur die zu regelnden ProzeBparame- die Ist-Werte der zugehorigen ProzeBparameter in je- 

ter und ihre zugehorigen Stellglieder. dem einzelnen Riihrkessel, aber auch der Gesamtanlage 

Bei Bedarf kann dieses ProzeBfuhrungsverfahren iiberwachen, und zwarentweder On-Line oder Off- Line, 

noch wahrend des Betriebs zur Erfassung weiterer Pro- also durch die Analyse einer Stichprobe im Labor. Die 

zeBparameter bzw. Verwendung weiterer RegelgroBen 15 Off-Line ermittelten Ergebnisse werden uber den Ein- 

ausgerustet werden, urn schlieBlich im Extremfall mit- gabeterminal dem ProzeBleitsystem zugefuhrt 

tels eines mathematischen Modells zur Beschreibung AuBerdem ist eine ProzeBleitstation vorgesehen, die 

von Wachstum und Produktbildung eine vollautomati- diese Anlage beobachtet und bedient und wiederum von 

sche Regelung zu ermogiichen. Die Verwendung eines dem ProzeBleitsystem uber alle wesentlichen ProzeBpa- 

solchen Modells wahrend der Kultivierung muB unter 20 rameter, aber auch uber eventuelle Storfalle, informiert 

Beachtung von verschiedenen Aspekten erfolgen, nam- wird. 

lich Anlagenoptimierung, Beobachtung und Filterung Das ProzeBleitsystem regelt wiederum die verschie- 

des ProzeBzustandes, Zustands-Pradiktion des weiteren denen Aktoren, also Stellglieder, die zur Regelung des 

Fermentationsveriaufs, optimale Bioreaktor-ProzeB- Verfahrensablaufs in jedem einzelnen Fermenter- Riihr- 

fiihrung und schlieBlich die optimale ProzeBf iihrung der 25 kessel, aber auch in der Gesamtanlage erforderlich sind 

aus mehreren Bioreaktoren bestehenden Fermenter- Im folgenden sollen zunfcchst die wesentlichen, bei 

Kaskade. diesem ProzeBfuhrungsverfahren benutzten MeBgro- 

Die Erfindung wird im folgenden anhand von Ausfiih- Ben erortert werden, bevor auf die einzelnen Stellgro- 

rungsbeispielen unter Bezugnahme auf die beiliegen* Ben eingegangen wird. 

den, schematischen Zeichnungen naher erlautert. Es zei- 30 Wie bereits oben erwahnt wurde, sind die drei wich- 

8 en: tigsten MeBgroBen der Partialdruck des Sauerstoffes in 

Fig. 1 eine Prinzipdarstellung eines einzigen Fermen- dem bzw. jedem Ruhrkessel sowie die Leitfahigkeit und 

ter-Ruhrkessels, bei dem die verschiedenen Material- der Brechungsindex der Nahrlosung in dem bzw. jedem 

strdme einerseits und einige ProzeBparameter bzw. Re- Ruhrkessel. 

gelgrdBen andererseits angedeutet sind, 35 Bei einem aeroben FermentationsprozeB wird Sauer- 

Fig. 2 eine Prinzipdarstellung einer aus insgesamt stoff zur Atmung und somit zur Energiegewinnung fur 

funf Fermenter-Ruhrkesseln bestehenden Fermenta- alle weiteren biochemischen Prozesse verbraucht. Die 

tions-Kaskade mit dem zugehorigen ProzeBleitsystem, Menge des bendtigten Sauerstoffs hangt von der vor- 

un d handenen Biomasse einerseits und ihrer biochemischen 

Fig. 3 typische idealisierte MeBsignal- Verlauf e fur 40 Aktivitat andererseits ab. Da sich Sauerstoff in waBri- 

verschiedene ProzeBparameter. gen Medien relativ schlecht lost, konnen bei hohen Bio- 

Der aus Fig. 1 ersichtliche Fermenter wird durch ei- masse- Konzentrationen, ungOnstigen Durchmischungs- 

nen Ruhrkessel gebildet, der den ublichen, beispielswei- bedingungen sowie ungenugender Beliiftung sehr rasch 

se in den beiden oben angezogenen Artikeln beschrie- Mangelerscheinungen auftreten,die sogenannte "Sauer- 

benen Aufbau einschlieBlich eines geeigneten Ruhr- 45 stofflimitierung", die einer rationellen Kulturfuhrung 

werks hat. Diesem Fermenter werden verschiedene Ma- entgegenstehen. 

terialstrome zugefuhrt, namlich steriles Nutrient, eine Die Messung des gelosten Sauerstoffes in der Nahrlo- 

NShrldsung, die wahrend der Zufuhrung kontinuierlich sung liefert deshalb einen Anhaltspunkt fiir die Menge 

sterilisiert wird, was durch den Begriff "Kontisterilisa- des den Zellen zur Verfugung stehenden "Substrats" 

tion" angedeutet wird, der als lnokulum bezeichnete 50 Sauerstoff. 

Impfstoff,die ProzeBluft,ein Antischaum-Mittel, minde- Bei konstantem, ausreichendem Sauerstoff- Eintrag 

stens eine Saure und mindestens eine Lauge. zeigt der Partialdruck des Sauerstoffes wahrend der 

Die produzierten Pflanzenzellen werden am unteren Fermentation von Pflanzenzellen einen zur Biomasse- 

Ende des Fermenter- Ruhrkessels abgezogen, was durch Konzentration inversen Verlauf. 

den Begriff "Erntetransfer" angedeutet ist AuBerdem ist 55 Da Mikroorganismen im allgemeinen eine erheblich 

in diesem Bereich eine Probenentnahme vorgesehen. groBere Atmungsaktivitat haben als pflanzliche Zellen, 

Die im Fermenter-Ruhrkessel gebildete Abluft wird gibt der Verlauf der Konzentration des geldsten Sauer- 

am oberen Ende abgezogen, und zwar uber ein dort als stoffs auBerdem noch Hinweise auf mogliche Kontami- 

w Aktor w bezeichnetes Stellglied. Dort ist auch ein zuge- nationen, die beispielsweise auf mangelhafte Steritisa- 

horiger Sensor angedeutet, der in diesem Fall den Kopf- eo tion zuruckzufiihren sind 

dr jck des Fermenter- Ruhrkessels erfaBt Als MeBsysteme fur den Partialdruck des Sauerstoff- 

Dieser Sensor und dieser Aktor stehen stellvertre- es in einem Ruhrkessel, namlich in der Nahrlosung, 

tend fiir eine noch zu erlauternde Reihe von Sensoren kommen uberwiegend membrangestutzte, sterilisierba- 

und Aktoren, die fur dieses ProzeBf Qhrungsverfahren re amperometrische Elektroden (Clark- Elektroden) zur 

eingesetzt werden. 65 Verwendung. 

Fig. 2 zeigt schematise!) den gesamten Aufbau der Der am haufigsten auf tretende Storfaktor dieses Sen- 
Fermentations- Kaskade, wie sie in den beiden oben an- sors ist das sogenannte ''Membran- Fouling", das auf 
gezogenen Artikeln aus "Bio Engineering" beschrieben Verschmutzung der verwendeten Membranen im Lang- 
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zeitbetrieb zuruckzufuhren ist. Dadurch konnen gering- 
fiigige MeBfehler entstehen, denen jedoch durch recht- 
zeitigen Austausch der Membran begegnet werden 
kann. 

Fig. 3a zeigt einen typischen, idealisierten Verlauf des 
MeBsignals fur den Sauerstoff-Partialdruck PO2 einer- 
seits und der Konzentration X der Biomasse (auf Trok- 
kengewichtsbasis) bei der Fermentation von Pflanzen- 
zellen andererseits. 

Es laBt sich erkennen, daB der Sauerstoff-Partialdruck 
einen zur Konzentration der Biomasse inversen Verlauf 
hat. 

Die Leitfahigkeit ist eine einfache MeBgroBe zur Be- 
stimmung der Konzentration salzartiger Substrate. Bei 
"normaien" vollsynthetischen Nahrmedien, wie sie fur 
Pflanzenzellkulturen eingesetzt werden, hangt die Leit- 
fahigkeit nahezu ausschlieBlich von der Salzkonzentra- 
tion im Medium ab. Eine fur Pflanzenzellen Qbliche 
Nahrlosung, z.B. das unter der Bezeichnung "MS- Medi- 
um" bekannte Nahrmedium, weist eine Salzkonzentra- 
tion von cjl 50 bis 55 mVal/1 auf und hat eine Leitfahig- 
keit von 5,6 mS/cm. Diese Leitfahigkeit entspricht der 
einer 0,5% KNO3 (50 mMol/1) Losung allein. 

Die Wasserstoffionen- Konzentration der Nahrlosung 
beeinfluBt somit die Leitfahigkeit nur in untergeordne- 
tem MaBe, solange der pH-Wert groBer als 3 bleibt 

Zur On-Line-Messung der Leitfahigkeit wird eine 
Mehrelektrodensonde verwendet, da die zunehmende 
Biomasse im Fermenter bei herkommlichen Leitfahig- 
keitsmeBzellen zu einer Anderung der Zellkonstanten 
fuhrt 

Fig. 3b zeigt einen typischen Verlauf des MeBsignals 
fur die Leitfahigkeit L wahrend eines Fermentationsab- 
laufs. 

Die Messung der optischen Dichte eines Mediums ist 
ein Verfahren zur Bestimmung des Brechungsindex, bei 
dem es sich um eine stoff-, temperatur- und konzentra- 
tionsabhangige GroBe handelt, die auBerdem noch von 
der MeBwellenlange abhangig ist 

Der Brechungsindex wird mit Refraktometern ge- 
messen, wobei der Grenzwinkel der Totalreflektion ei- 
nes Lichtstrahles beim Obergang von einem optisch 
dichteren Medium in ein dunneres Medium bestimmt 
wird. 

Da der Brechungsindex waBriger Losungen durch 
organische Bestandteile, beispielsweise Zucker, we- 
sentlich starker beeinfluBt wird als durch aquimolare 
Salzanteile, kann der Brechungsindex der Nahrlosun- 
gen von Pflanzenzellkulturen in erster Naherung als 
MaB fur den Zuckergehalt der Kulturbruhe angese- 
hen werden. 

Ein meBtechnisches Problem beim On-Line-Einsatz 
handelsublicher Refraktometer bei der Fermentation 
liegt in der Verschmutzung des MeBfensters durch or- 
ganische Belage sowie in der Storung des MeBsignals 
durch Gasblasen. Hier mussen entsprechende Gegen- 
maBnahmen getroffen werden. 

Fig. 3c zeigt einen typischen, idealisierten Verlauf des 
MeBsignals eines Sensors fur den Brechungsindex n 
wahrend einer Fermentation. 

Auch in diese Kurvendarstellung ist die Anderung der 
Konzentration X der Biomasse mit der Zeit eingetra- 
gen. Auch hier ist zu erkennen, daB der Brechungsindex 
n einerseits und die Konzentration X der Biomasse an- 
dererseits einen inversen Verlauf haben. 

Aus einer Verknupfung der Ist-Werte fur die drei 
MeBgroBen Sauerstoff-Partialdruck PO2. Leitfahigkeit 
L und Brechungsindex n kann man Stellsignale fur Ak- 



toren fur die Drehzahl des Ruhrwerkes in dem bzw. 

einem Ruhrkessel, fur die Beluftungsrate, fur die Zufuh- 

rung des Nutrients bzw. fur die Einstellung des Kopf- 

druckes in dem bzw. jedem Ruhrkessel gewinnen. 
5 Zur Einstellung des Kopfdruckes im Ruhrkessel ist 

ein Abluftventil vorgesehen, das in Fig. 1 durch den Be- 

griff "Aktor" angedeutet ist. 
Zusatzlich konnen On-Line noch weitere ProzeBpa- 

rameter erfaBt werden, namlich der pH-Wert, das Re- 
10 doxpotential, die TrUbung, die Fluoreszenz, der Sauer- 

stoffgehalt des Abgases und schliefllich der C02-Gehalt 

des Abgases. 

Der pH-Wert ist eine der altesten und gebrauchlich- 
sten MeB- und RegelgroBen in der Biotechnologie. Die 

15 meisten biologischen Prozesse laufen in pH-Wert-Be- 
reichen zwischen 9 und 3 ab; eine Kultivierung von 
Pflanzenzellen ist im allgemeinen in pH-Werten zwi- 
schen 7,5 und 4 moglich. Nahezu jede Fermentation 
zeigt einen typischen Verlauf des pH-Wertes, so dafl 

20 starke Abweichungen von diesem vorgegebenen Ver- 
lauf lndikatoren fur Storungen im System sind, bei- 
spielsweise durch Kontaminationen, aber auch durch 
Autolyse u.l 

Ein typischer Verlauf des pH-Wertes fur die Fermen- 
25 tation von Pflanzenzellen ist in Fig. 3d, auch wieder in 
Verbindung mit der zeitlichen Anderung der Konzen- 
tration X der Biomasse, dargestellt 

Bei der Kultivierung von Pflanzenzellen wird die ste- 
rile Nahrlosung bei Fermentationsbeginn im pH-Wert 
30 eingestellt; weitere Stelleingriffe sind meist nicht erfor- 
derlich. 

Daruber hinaus laufen bestimmte Stoffwechsel-Vor- 
gange, z.B. Produktbildung, Biokonversion usw. nur in- 
nerhalb wesentlich engerer pH-Wert-Grenzen, die 
35 durch die pH- Maxima der beteiligten Enzyme vorgege- 
ben sind, optimal ab. Hier dient der pH- Wert zusatzlich 
als Sollwert fur die pH-Regelung zur Aufrechterhaltung 
eines angepaBten Milieus durch Saure- oder Laugedo- 
sierung. 

40 Als MeBsonden fur die kontinuierliche On-Line-Er- 
fassung des pH-Wertes dienen kombinierte Glas- und 
Bezugselektroden (EinstabmeBketten) mit Flussig- oder 
Fest-Elektrolyt-Fullung. Diese MeBfuhler sind im allge- 
meinen robust, leicht zu eichen und problemlos zu hand- 

45 haben. 

Betriebsstorungen gehen oft auf Verschmutzung der 
Diaphragmen ("Fouling") im Langzeitbetrieb zuruck. 
Dadurch konnen MeBfehler bis zu 0,5 pH-Einheiten ent- 
stehen. 

50 Die Messung des Redoxpotentials rH wird bei aer- 
oben Fermentationen vorwiegend durch den Verlauf 
des pH-Wertes und des Sauerstoff-Partiald rucks PO2 in 
der Fermenterbruhe bestimmt. Die Auswertung dieses 
MeBsignals liefert deshalb in der Regel keine zusatzli- 
55 chen Informationen. Die fur die Bestimmung des Redox- 
potentials rH eingesetzten Elektroden haben jedoch 
keinerlei Fouling-Probleme, so daB ihr MeBsignal eine 
gute Bewertungshilfe fur ungewdhnliche Signalverlaufe 
bei Messungen des pH-Wertes und/oder des Sauerstoff- 
60 Partialdrucks PO2 darstellen. 

Die Messung der Trubung einer Fermenterbruhe 
dient zur Bestimmung der aktuellen Biomasse- Konzen- 
tration und erfolgt optisch mit einem Vierstrahl-Wech- 
sellicht- Photometer (Streulichtmessung) in Form einer 
65 Fermenter-Tauchsonde; diese MeBmethode ist auch fur 
pflanzliche Zellkutturen unproblematisch, sofern das 
Medium selbst keine Feststoffe enthalt und ein Bewuchs 
der Sonde verhindert werden kann. 



<DE 3927856A1 _l_> 



DE 39 27 856 Al 



8 



Fig. 3e zeigt den typischen Verlauf der Trubung T 
wahrend der Fermentierung. 

Das gewonnene MeQsignal hangt von der raumlichen 
Ausdehnung und der Zahl der die Trubung verursachen- 
den Teilchen in der Nahrlosung ab und muB durch Ei- 
chung mitder Konzentration der Feucht- bzw.Trocken- 
masse an Biomasse korreliert werden. Im Normalfall 
einer Fermenterkuhur gelingt dies recht gut; dabei muB 
nur beachtet werden, daB sich unter Umsianden durch 
Ausbildung von verschieden geformten Zellaggregaten 
erhebliche Unterschiede zwischen einzelnen Kulturen 
bemerkbar machen konnen. 

Unter der grofien Zahl von Verbindungen mit Fluo- 
reszenz-Eigenschaften sind fiir die Biotechnologie nur 
wenige von gr&Berer Bedeutung, wobei wohl der wich- 
tigste biogene Fluorophor die reduzierte Form des Ni- 
cotinamid-Adenin-Dinucleotids (NAD H) ist NAD H 
kommt in alien lebenden Zellen vor und hat im Stoff- 
wechselgeschehen eine zentrale Rolle. Mit Hilfe einer 
Fluoreszenz-Sonde, eines sogenannten Mikrofluorime- 
ters, sind Aussagen iiber Mischzeiten, die Konzentra- 
tion der Biomasse, die Versorgung mit Sauerstoff und 
Substrat,sowie Regulationsphanomene moglich. 

Das MeBssignal und seine Interpretierbarkeit sind al- 
lerdings urn so besser, je homogener die zu messende 
Nahrlosung ist 

Der Sauerstoffgehalt des Abgases 0 2 (ab) stellt eine 
wichtige KenngroBe zur Bilanzierung des Gasstoff- 
wechsels einer Kultur dar. Bei konstanter Begasungsra- 
te nimmt im allgemeinen der Sauerstoffgehalt mit fort- 
schreitendem Kulturalter aufgrund der Zunahme der 
Biomasse ab. 

Am Verlauf der ausgetragenen Sauerstoff- Mengen 
lassen sich im Vergleich mit der Begasungsrate und der 
jeweiligen Konzentration des gelosten Sauerstoffes 
Ruckschlusse auf die EffektivitiU des Gaseintrages (Di- 
spersionsverhalten) ziehen und mogliche MaBnahmen 
zur verfahrenstechnischen ProzeBoptimierung (Kopf- 
druck, Drehzahl des ROhrers, Beliiftungsrate und Bega- 
sungssystem) einleiten. 

Auch fur den C02*Gehalt des Abgases CO2 (ab) gilt 
prinzipiell das fur den Sauerstoffgehalt des Abgases Ge- 
sagte. im Gegensatz zum Sauerstoffgehalt nimmt aber 
der C02-Gehalt des Abgases mit zunehmender Biomas- 
se zu und kann deshalb auch als indirekte MeBmethode 
fur vitale (atmende) Biomasse eingesetzt werdea 

Da der C02-Gehalt der Zuluft sehr gering ist und je 
nach Gasdurchsatz auf bis zu 5% des Abgases ansteigen 
kann, muB man davon ausgehea daB praktisch die ge- 
samte CX^-Menge durch Atmung neu gebildet wird. Bei 
den ublichen pH-Werten einer Fermentation, n&mlich 
im Bereich von 6 bis 4, laBt sich auBerdem nicht von 
einer nennenswerten Konzentration des gelosten CO2 
ausgehea Fur physiologische Betrachtungen ist die 
CO2- Konzentration des Abgases wich tiger als die Sau- 
erstoff- Konzentration O2, da der MeBwert nur von der 
Absolutmenge des Abgases (Begasungsrate) und der 
aktuellen Zellatmungsaktivitat abhangt 

Von den verschiedenen, in Frage kommenden MeBsy- 
stemen, namlich Infrarotmessung, Gaschromatographie, 
Massenspektrometer und Warmeleitfahigkeitsdetektor, 
stellt die Infrarotmessung die genaueste und im Ver- 
gleich auch am wenigstens storanfallige Methode dar. 

Es muB allerdings fur die Entfernung von Feuchtig- 
keit aus dem MeBgas gesorgt werdea 

Alle oben fur eine On-Line-ProzeB-Analytik erwahn- 
ten MeBgrdBen mDssea sofern dies moglich ist, zuvor, 
aber gebenenfalls auch bei laufendem Betrieb. anhand 



von gezogenen Stichproben im Labor uberpruft wer- 
den. 

Denn auch bei erfolgreichem Einsatz von On-Line- 
Sensoren empfiehlt es sich, die entsprechenden MeB- 

5 groBen auch weiterhin im Rahmen der normalen Labor- 
routine mit zu untersuchea da man auf diese Weise 
Erfahrungen bezuglich der Zuverlassigkeit der verwen- 
deten On-Line-Systeme sammeln kana 
Zu den MeBgrdBen, die parallel zum On-Line-Betrieb 

10 noch im Labor untersucht werden sollten, gehoren der 
pH-Wert,der Brechungsindex und die Leitfahigkeit. 

Zu den weiteren ProzeBparametern, die regelmaBig 
anhand von Stichproben im Labor untersucht werden 
mussen, gehoren das Frischgewicht der Biomasse, das 

15 Trockengewicht der Biomasse, die Osmolalitat und der 
Polarisationswinkel a. 

Das Frischgewicht der Biomasse wird durch Wagung 
nach der Fest/Fliissigtrennung aus einer definierten, re- 
prasentativen Probe ermittelL Diese Untersuchung lie- 

20 fert direkte Ergebnisse in bezug auf das Wachstumsver- 
halten und dient zur Kontrolle der indirekten On-Line- 
Bestimmung der Biomasse mittels Trubungssonde. 

Da der Feuchtigkeitsgehalt von Pflanzenzellen in 
weiten Bereichen schwanken kann, namlich im Extrem- 

25 fall zwischen 85% und 97%, ist fiir die Mehrzahl aller 
quantitativen Betrachtungen die Konzentration X der 
Biomasse auf Trockengewichtsbasis die wertvollere 
KenngroBe. Daruber hinaus laBt der Wassergehait der 
Zellen bzw. der Trockengewichtsanteil am Frischge- 

30 wicht in einigen Fallen Ruckschlusse auf bestimmte phy- 
siologische Veranderungen der Pflanzenzellkultur za 

Die Osmolalitat Osm stellt ein MaB fur die Zahl der 
gelosten Teilchen in einem Losungsmittel dar. Die ubli- 
che MaBeinheit ist Mol/kg Losungsmittel. 

35 Die Osmolalitat Osm ist eine integrale MeBgroBe, d.h„ 
es findet keine Unterscheidung nach der Art der Teil- 
chen statt, sondern es wird ein MeBwert fur alle vorhan- 
denen Teilchen ermittelL 
Ein Spaltungs- oder DissoziationsprozeB von Teil- 

40 chen in einer Losung fuhrt zu einer Erhohung der Ge- 
samtteilchenzahl und somit zu einer Erhohung der Os- 
molalitat 

Ein typischer Verlauf des Wertes fur die Osmolalitat 
Osm wahrend einer Fermentierung ist in Fig. 3f gezeigt. 

45 Die Osmolalitat der Nahrlosung stellt im Zusammen- 
hang mit der Leitfahigkeit und dem Brechungsindex ei- 
ne wichtige MeBgroBe fur die Bestimmung des jeweili- 
gen Substrat-Zustandes dar. Ein Anstieg der Osmolali- 
tat am Kulturbeginn ist auf die Spaltung der Saccharose 

50 in Glucose und Fructose (Zuckerinversion) in der lag- 
Phase zuruckzufuhrea 

Einige Losungen chemischer Substanzen konnen bei 
der Durchstrahiung mit linear potarisiertem Licht die 
Ebene des polarisierten Lichtes drehen. Die Richtung 

55 und das AusmaB der Drehung hangen von der Art der 
Losung, von der Wellenlange, sowie von der Konzentra- 
tion der Losung ab. 

Das wichtigste Einsatzgebiet fur dieses MeDvcrfah- 
ren ist die Bestimmung von Zucker in einer Losung. Bei 

60 der Spaltung des rechtsdrehenden Rohrzuckers in 
rechtsdrehende Glucose und linksdrehende Fructose 
andert sich der Gesamtdrehwert der Nahrlosung (In- 
version"). Je nachdem, in welchem AusmaB die beiden 
gebildeten Monosaccharide von der Zellkultur verwer- 

65 tet werden, verSndert sich im weiteren Kulturverlauf 
der optische Drehwert weiter und liefert damit Hinwei- 
se auf die Art der spezifischen Zuckeraufnahme durch 
die Kultur. 
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Fig. 3g zeigt die typische Anderung des Polarisations- 
winkels wahrend der Fermentierung. 

Neben diesen MeBgroBen konnen mit Hilfe eines 
ProzeBrechners weitere "MeBdaten" uber den Zustand 
des Bioreaktors erzeugt werden. Denn fur die modelige- 5 
stutzte MeBtechnik zur ProzeB-Oberwachung und 
-Fuhrung stelll die Theorie dynamischer Systeme mit 
dem Beobachter- und Filter-Prinzip geeignete Werk- 
zeuge zur Verfugung. GroBen, die einer direkten Mes- 
sung nicht unmittelbar zuganglich sind, konnen so aus 10 
leicht meBbaren GroBen gewonnen werden. 

Aus diskontinuierlichen MeBdaten der Off-Line-La- 
boranalyse werden uber eine Simulation weitere "On- 
Line- MeBdaten" gewonnen; gestorte, bzw. verrauschte 
MeBgroBen tassen sich idealisiert darstellen oder rekon- 15 
struierea 

Auf diese Weise erhalt man sehr fruhzeitig Hinweise 
auf ProzeBstbrungen, insbesondere, wenn mittels Simu- 
lation der weitere Fermentationsverlauf als Pradiktion 
visualisiert werden soil. 20 

Aus alien diesen MeBgroBen werden RegelgroBen fur 
verschiedene Aktoren gewonnen, namlich fur das Ruhr- 
werk, fur die Heizung/Kuhlung, fur die Begasung, fur 
den Kopfdruck, fur die Einstellung des pH-Wertes, fiir 
die Nachfiitterung, fur die Schaumunterdriickung, fur 25 
die Reaktorlogistik und schlieBlich fur die Kaskadenlo- 
gistik. 

Das Ruhrwerk laBt sich mittels eines Aktors fur die 
Regelung seiner Drehzahl beeinflussen. 

Heizung/Kiihlung erfolgt durch entsprechende Zu- 30 
fuhrung von Dampf- bzw. Kuhlwasser zum Doppelman- 
tel des bzw. jedes Fermenters. 

Die Regelung der Begasung erfolgt durch Einstellung 
eines entsprechenden Ventils fur die ProzeBluft, wobei 
entweder der gesamtc Gasstrom oder aber auch die 35 
Konzentration der einzelnen wesentlichen Komponen- 
ten des Gasstroms, namlich Sauerstoff, CO2 und Stick- 
stoff, geregelt werden konnen. 

Zur Regelung des Kopfdruckes dient ein Abluft- Ven- 
til in dem bzw. jeden Fermenter (siehe auch den "Aktor" 40 
in Fig. \\ 

Die Einstellung des pH-Wertes erfolgt Qber Vorlage- 
Ventile zur Dosierung der zugefuhrten Sauren bzw. 
Laugen. 

Auch die Regelung der Nachfiitterung erfolgt uber 45 
eine Nutrient- Dosierung mittels Vorlage-Ventilen. 

SchlieBlich wird auch die Schaumunterdriickung mit- 
tels eines VorlageVentils fur die Zufuhrung des Anti- 
schaummittels geregelt 

Zur Regelung der Reaktorlogistik gehdrt das Einful- 50 
len des Nutrients bzw, der Nahrlosung, gegebenenfalls 
in Verbindung mit einer kontinuierlichen Sterilisation, 
die ebenfalls uber Ventile geregelt wird, der Inokulum- 
Transfer und schlieBlich der Ernte-Transfer, jeweils ge- 
regelt uber Ventile. 55 

Die Regelung der ubergeordneten Kaskaden-Logi- 
stik fiir den Verbund aus den hier vorgesehenen fiinf 
Fermentern ftihrt selbsttatig den Up-Stream-ProzeB, 
den Down-Stream- ProzeB einschlieBlich Erntetechnik 
und Suspensionsaufarbeitung sowie die Ver- und Ent- 60 
sorgung der verwendeten Medien. 

Patentanspruche 

I. Verfahren zur ProzeBfQhrung mindestens eines 65 
Bioreaktors fiir pflanzliche Zellkulturen, dem Ino- 
kulum, Nutrient bzw. Nahrlosung sowie gegebe- 
nenfalls Chemikalien zugefuhrt und nach der Fer- 
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mentation die pflanzlichen Zellkulturen entnom- 
men werden, bei dem 

a) die Ist-Werte mehrerer ProzeB- Parameter 
ermittelt, 

b) diese Ist-Werte mit vorgegebenen Soll- 
Werten fur diese ProzeBparameter verglichen 
und 

c) in Abhangigkeit vom Ergebnis dieses Ver- 
gleichs Aktoren fiir die Beeinflussung von Pro- 
zeBparametern verstellt werden. dadurch ge- 
kennzeichnet, daB 

d) der Sauerstoff-Partialdruck (PO2), die Leit- 
fahigkeit (L) und der Brechungsindex (n) der 
Mischung im Bioreaktor ermittelt werden, und 
daB 

e) in Abhangigkeit vom Ergebnis des Ver- 
gleichs zwischen diesen Ist-Werten und mo- 
dellgestutzt vorgegebenen Soll-Werten fur 
diese ProzeBparameter die Drehzahl des 
Ruhrwerks im Bioreaktor, die Beliiftungsrate, 
die Nutrient-Zufuhr und der Kopfdruck opti- 
mal eingestellt werden. 

2. ProzeBfuhrungsverfahren nach Anspruch 1, da- 
durch gekennzeichnet, daB als weiterer ProzeBpa- 
rameter das Trockengewicht der Biomasse ermit- 
telt wird. 

3. ProzeBfuhrungsverfahren nach Anspruch 2, da- 
durch gekennzeichnet, daB das Trockengewicht der 
Biomasse Off-Line, also anhand einer Stichprobe 
ermittelt wird. 

4. ProzeBfuhrungsverfahren nach einem der An- 
spruche 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB das 
Trockengewicht der Biomasse On-Line aus der 
Trubung der Mischung im Bioreaktor ermittelt 
wird. 

5. ProzeBfuhrungsverfahren nach einem der An- 
spruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dafl der 
COz-Gehalt der Abluft des Bioreaktors ermittelt 
wird. 

6. ProzeBfuhrungsverfahren nach einem der An- 
spruche t bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB aus 
dem Trockengewicht der Biomasse einerseits und 
dem C02-Gehalt der Abluft des Bioreaktors ande- 
rerseits ein integrales MaB fur die vitale Biomasse 
gebildet wird. 

7. ProzeBfuhrungsverfahren nach einem der An- 
spruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB als 
zusatzlicher ProzeBparameter noch mindestens ei- 
ne der folgenden MeBgroBen ermittelt wird: pH- 
Wert, Redoxpotential (rH), Sauerstoffgehalt des 
Abgases, Frischgewicht der Biomasse, Osmolalitat, 
die Temperatur, die Schaumhohe und der Polarisa- 
tionswinkel. 

8. ProzeBfuhrungsverfahren nach einem der An- 
spruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB zu- 
satzlich Aktoren fur die Heizung/Kuhlung, fur die 
Einstellung des pH-Wertes durch entsprechende 
Dosierung von Sauren oder Laugen, und fiir die 
Zufuhrung eines Antischaummittels verwendet 
werden. 

9. ProzeBfuhrungsverfahren nach einem der An- 
spruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB Akto- 
ren fur die Reaktorlogistik einerseits und fur die 
ubergeordnete Kaskadenlogistik einer Fermenter- 
Kaskade andererseits verwendet werden. 

10. ProzeBfuhrungsverfahren nach Anspruch 9, da- 
durch gekennzeichnet, daB Aktoren fur die Einful- 
lung der Nahrldsung bzw. des Nutrients, fur den 
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Inokulum-Transfer und fur den Ernte-Transfer ver- 
wendetwerden. 
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